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© Proc§d£ pour identifier et numeriser les cellules 
contenues dans du lait caracterise* en ce qu'il 
consiste: 

- k prelever une quantity d6temnin6e d'un 3chanti1lon 
d*un lait a analyser ; 

- a colorer les cellules presentes dans cet 6chantil- 
lon par un colorant fluorescent spScifique de PADN 
contenu dans le noyau desdites cellules ; 

- & faire defiler cet 4chantiiIon colors dans un tube 
capillaire (13) sur lequel est dirige un faisceau lumi- 

^•neux stabilise ; 

St recueiliir sur un capteur une partie au moins du 
^rayon lumineux transmis, donnant une premifere in- 
formation, representative du nombre de cellules qui 
Wdefilent ; 

f^-& traiter cette information ; 

0>- et enfin, & restituer au moins une valeur represen- 
COtative de la qualite du lait analyst. 
q Application : diagnostic de la mammite chroni- 
que chez les vaches. 

Q- 

Ill 
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PROCEDE ET DISPOSITIF ^IDENTIFICATION ET DE NUMERISATION DE CELLULES DANS DU LAIT. 



La pr^sente Invention conceme un proc£d§ 
pour detecter et numeriser les cellules presentes 
dans du lait et notamment dans du lait de vache. 
Elle conceme egalement le dispositif mettant en 
oeuvre ce procede. 

Les produits alimentaires d'origine animale 
sont soumis a un controle vet^rinaire qui. au fur et 
h mesure des progres de la recherche scientifique, 
tendent a s'intensifier, afin de proposer au consom- 
mateur des produits de qualite. 

Les produits iaitiers sont particulierement sou- 
mis a ces centrales, du fait de leur propension a 
rapidement s'altSrer. Parmi ceux-ci, le lait de va- 
che, tres largement consomme, subit des examens 
vet£rinaires systematiques, notamment en vue de 
reveler la presence en nombre relativement impor- 
tant de cellules, d'origine 3pithe!iale en phase de 
desquamation et en voie de lyse, mais Egalement 
d'origine inflammatoire. tels que des lymphocytes 
et autres leucocytes, revelatrices de pathologie de 
la vache concemee, et notamment de mammites 
chroniques. 

Cette infection, bien que sans grande inciden- 
ce sur I'etat general de la vache, rend le lait tout h 
fait impropre a la consommation. De fait, un depis- 
tage systematique de cette infection est realist sur 
le lait. Ce depistage peut etre effectue h differents 
niveaux, soit par le producteur des que la traite est 
effectuee, soit par des services veterinaires. soit 
par les laiteries ou les industries de transformation. 

A ce jour, on utilise deux types de techniques . 
La premiere consiste en une appreciation approxi- 
mative du nombre de cellules contenues dans un 
echantillon, k t'aide d'un detergent du type connu 
sous la marque deposee TEEPOL, ou d'un indica- 
tes colorimitrique. La deuxieme technique, utilisee 
par les professionnels, consiste en un comptage 
des cellules soit de fagon manuelle.impliquant la 
presence de personnel specialise, soit de fagon 
automatisee au moyen d'un materiel approprie, qui 
ne peut hSIas differencier les cellules entieres des 
debris cellulaires, et qui de plus demande un eta- 
lonnage manuel prealable sur au moins deux 
echantillons. 

Parmi ces differentes methodes, HAGELTORN 
et al ont propose (voir BIOLOGICAL ABSTRACTS, 
vol. 82, n° 12.1986, page AB-458. & AM. J. 
VET.RES., 47(9). pages 2012-2016. 1986) un pro- 
cede apte h identifier des cellules contenant dans 
de TADN ou acide desoxyribonucleTque, que de 
TARN ou acide ribonuclg'fque, marquees prealable- 
ment de maniere specifique au moyen d'un colo- 
rant supravital, PAcridine Orange. Cette identifica- 
tion est realisee grace a une localisation geogra- 
phique des differentes populations cellulaires re- 



pertories sur un dlagramme de repartition, obtenu 
apr&s analyse en cytometric de la taille et de la 
density desdites cellules. Ce procedS vise plus 
specifiquement & determiner les exces de ces di- 

5 verses populations cellulaires par rapport & des 
donnees standard, repertories dans des banques 
de donnees, qu'a realiser un comptage cellulaire 
des Echantillons etudtes. Ces exc&s obtenus de 
manfere relative, ne permettent pas d'aboutir a des 

io valeurs absolues, qui seules sont reellement repre- 
sentatives de la qualite du lait analyse. En outre, 
pour le colorant specifique utilise, la coloration 
stoechiometriques sur I'ADN et sur TARN n'est 
obtenue que pour des conditions operatoires stric- 

is tes, done incompatibles avec une technique auto- 
matisee. II est done inutilisable dans le cadre 
d'analyse pour lesquelles la totalite des cellules, 
tant mortes que vivantes doivent etre prises en 
compte, et notamment, dans le cas du depistage 

20 systematique des mammites chroniques.Enfin, 
comme dejSi dit, ce procede reposant sur la com- 
paraison avec des donnees de base, pr^alablement 
integrees, suppose une connaissance approfondie 
du domaine consid^re, et demande done un per- 

25 sonnel qualifie pour sa mise en oeuvre. 

On a egalement propose dans le brevet US-A- 
3679365 une methode de comptage des cellules 
somatiques dans le lait, consistant a colorer preala- 
blement la totalite de I'echantillon de lait a analy- 

30 ser. De la sorte, et afin de pouvoir realiser le 
comptage ulterieur, une etape supplemental dite 
de "clarification", destinee h faire eclater les globu- 
les lipidiques au moyen d'un agent tensio-actif est 
rendue necessaire, accroissant de fait la dur6e des 

35 analyses . 

On a egalement propose une methode plus 
specifiquement destinee k Identification de bactS- 
ries. et reposant sur le principe de ia fluorometrie. 
Cette methode, decrite par exemple par SHELLY et 

40 al dans CLINICAL CHEMISTRY, vol.29, n° 2, 1983, 
pages 290-296. consiste h faire subir a un echantil- 
lon une double coloration, h I'origine d'une double 
fluorescence, dont le rapport relatif mesure et ana- 
lyst permet de remonter au type de bact^ries. Ce 

45 proc£d§ suppose done la connaissance prealable 
des rapports reiatifs de fluorescence de chaque 
type de bacterie, et done corollairement, ne peut 
§tre employ^ que par du personnel qualifie. En 
outre, si certes, ('identification des bacteries est 

so obtenue de maniere relativement precise, en revan- 
che, cette methode s'av&re impropre pour la nume- 
risation cellulaire, et done pour le depistage des 
mammites chroniques, objet principal de Inven- 
tion. 

La presente invention vise & pailier ces incon- 
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venients. Elle vise un procede et un dispositif apte 
a permettre un diagnostic infractinique de la mam- 
mite chronique, qui soit sOr et sans appel, par voie 
automatique, precis, rapide et de coQt de fonction- 
nement leger. 

Ce procede pour identifier et num^riser les 
cellules dans du lait est caracterise en ce qu'il 
consiste: 

- k prelever un echantillon d'un lait k analyser ; 

- k colorer les cellules presentes dans cet echantil- 
lon par un colorant fluorescent specifique de PADN 
(Acide desoxyribonucleTque) contenu dans le 
noyau des cellules ; 

- k faire defiler cet echantillon colore dans un tube 
capillaire sur lequel est dirige un faisceau laser 
stabilise ; 

- k recueillir sur un capteur une partie au moins du 
rayon lumineux transmis k travers le flux de 
pechantillon s'ecoulant dans le tube capillaire pour 
donner une premiere information li , significative de 
la quantite d'ADN, done du nombre de cellules qui 
defilent ; 

- k transmettre ladite information U k une unite de 
traitement ; 

- et enfin, a restituer au moins une valeur represen- 
tative de la qualite du lait analyse. 

En d'autres termes, la prSsente invention 
consiste a analyser par cytofiuorometrie un echan- 
tillon de lait prealablement colore par un colorant 
approprie, afin de determiner notamment la quanti- 
te et la qualite des cellules contenues dans ledit 
echantillon de lait, et k traiter les informations ainsi 
recueillies pour determiner la qualite de lait conte- 
nue dans ledit echantillon. 

Avantageusement, en pratique : 

- lors de la phase de coloration, on ajoute en outre 
un autre colorant fluorescent, apte a induire une 
reaction enzymatique specifique d'une famille des 
constituants contenus dans lesdites cellules, puis 
on recueille sur un capteur, partie du rayon lumi- 
neux transmis k travers le flux de Pechantillon 
s'ecoulant dans le tube capillaire pour donner une 
information, representative de la quantity de la dite 
famille de constituants cellulaire ; 

- simuitanement, on recueille sur des capteurs, 
respectivement : 

. une partie du rayon lumineux diffracte k 90 de 
Paxe optique defini par le faisceau lumineux initial 
pour donner une seconde information b, significati- 
ve de la densite desdites cellules ; 
. au moins une partie du rayon lumineux legere- 
ment diffracte au voisinage de Paxe optique, pour 
donner une troisieme information l 3 , significative de 
la taille desdites cellules ; 

les dites informations I2 et la etant alors transmises 
k la dite unite de traitement puis restituees sous 
forme de valeur(s) repnfsentative(s) de la quality 
du lait analyse ; 



- simuitanement a la coloration, on ajoute au lait un 
milieu hypotonique, destine a lyser la membrane 
cellulaire. et un detergent tensio-actif destine a 
permeabiliser la membrane nucfeaire afin de per- 

5 mettre la penetration du colorant fluorescent desti- 
ne a venir se fixer sur PADN ; 

- Pagent tensio-actif est introduit dans le milieu a 
raison de 0,1 % en volume, et Pagent hypotonique 
est du citrate de sodium a raison de 0,1 % en 

10 rapport Poids/Volume ; 

- le colorant fluorescent specifique de PADN est de 
Piodure de propidium, introduit en exces par rap- 
port k la quantity d'ADN ; 

- on laisse incuber le milieu reactionnel a tempera- 
75 ture ambiante et dans Pobscurite pendant au moins 

vingt minutes ; 

- on fait defiler le milieu reactionnel au moyen d'un 
venturi k pression differentielle. 

L'invention concerne egalement un dispositif 
20 pour la mise en oeuvre du procede comprenant : 

- un rayon lumineux stabilise ; 

- une unite d'analyse constitute par : 

. une cellule de lecture realisee en quartz, situ£e 
sur le trajet optique du faisceau laser ; 
25 . un systfeme a pression differentielle destine a 
permettre le passage dans ladite cellule de lecture 
de Pechantillon de lait k analyser ; 
. un reservoir destine a recueillir Pechantillon apr£s 
analyse ; 

30 - au moins trois capteurs optiques dont deux sont 
munis d'un photomuitiplicateur ; 

- un microprocesseur apte k assurer le traitement 
des informations issues dudit capteur ; 

- un organe d r affichage et/ou d'impression. 
35 Avantageusement, en pratique : 

- le rayon lumineux stabilise est un rayon laser ; 

- les trois capteurs sont constitues par des photo- 
diodes ; 

- le systeme k pression differentielle est constitue 
40 par un venturi ; 

- Pechantillon k analyser s'ecoule dans un capillaire 
au sein de la cellule d'analyse. 

La manfere dont Pinvention peut etre realisee 
et les avantages qui en decoulent ressortiront 

45 mieux de Pexemple de realisation qui suit, donne k 
titre indicatif et non limitatif a Pappui des figures 
annexees. dans lesquelles : 

La figure 1 represente une vue schematique 
du systfeme d'ecoulement de pechantillon en vue 

50 de son analyse du dispositif conforme a Pinvention. 

Les figures 2 et 3 represented des courbes 
etablissant le nombre d'entites. a savoir debrits 
cellulaires et cellules entieres, en fonction de la 
quantite d'ADN mesuree. 

55 Conformement a la presente invention, Pechan- 

tillon de lait devant etre analyse est tout d'abord 
soumis k un traitement prealable. En effet, on 
laisse incuber une quantite exactement mesuree de 
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Pechantillon, et ce environ une vingtaine de minu- 
tes dans un milieu hypotonique, tei que du citrate 
de sodium 0,1% , en presence d'un agent tensio- 
actlf (telle que du Triton (Marque Deposee)). La 
concentration de ce dernier est de Pordre de 0,1 % 
en volume. On inclut egalement dans ce melange 
reactionnel un colorant fluorescent dont la caracte- 
ristique essentielle est de se fixer specifiquement 
sur PAcide Desoxyribo NucleTque (ADN) contenu 
dans le noyau des cellules et ce. de maniere 
stoechiometrique. On choisit pour cela de Piodure 
de propidium connu pour cette application. Afin 
d'etre sQr que !a totalite de PADN soit colore, on 
ajoute Piodure de propidium en exces. 

Afin de ne pas exciter les molecules d'iodure 
de propidium, on realise cette incubation k I'abri de 
la lumiere. 

L'agent tensio-actif permet une lesion des 
membranes cellulaires permettant une penetration 
de Tiodure de propidium au niveau de PADN nu- 
cleate. 

De maniere connue, toutes les cellules non 
tumorales d'une meme espece contiennent la 
meme quantite d'ADN. De la sorte. la quantite de 
fluorescence mesuree ulterieurement constitue une 
donnee absolue quant k la quantite de cellules 
analysees. 

Afin d'assurer une mesure analytique de 
Pechantillon de lait k analyser, on a recours a un 
systeme de venturi a pression differentielle en liai- 
son avec un capillaire permettant la creation d'un 
courant laminaire de dimensions tres reduites dudit 
echantillon, destine k etre place, sous la forme 
d'un flux monocellulaire, sur le chemin optique du 
dispositif de mesure decrit ulterieurement. Pour ce 
faire, on fait appel au dispositif represente au sein 
de la figure 1. Ce dispositif comprend une unite 
d'analyse dont I'element essentiel est Porgane 
d'ecoulement de Pechantillon. Ce dernier com- 
prend fondamentalement une cellule de lecture 
realises en quartz apte a permettre la transmission 
d'un faisceau lumineux, notamment d'un faisceau 
laser. Les parois de cette cellule de lecture sont 
avantageusement planes et paralleles, afin de dimi- 
nuer les eventueis phenomenes de reflexion par- 
tielle ou totale. 

Une pompe k air (5). comprimant Pair exterieur 
prealablement filtre (6), et munie d'un regulateur de 
pression (7) permet d'envoyer le fluide porteur 
depuis son reservoir (8) jusqu'& la cellule de lectu- 
re (3), le dit fluide porteur, en I'occurence de Peau 
permutee etant egalement filtre (9), notamment 
avec un filtre sterilisant, avant son introduction 
dans ia chambre (12) du venturi. En parallele, une 
boucle de controle fermee (10), regule la pression 
differentielle permettant a Pechantillon de lait (2) de 
passer par Pintermediaire d'un tube capillaire (4) 
dans la cellule de lecture (3). Les parois de la 



chambre (12) du venturi convergent au niveau de 
la dite cellul de lecture (3), afin de former a ce 
niveau un capillaire (13). C'est dans ce capillaire 
(13) Qu l est concentre le spot du faisceau lumineux 
s utilise pour le systeme de mesure et decrit ulte- 
rieurement. 

Pour completer Punite de traitement (1) ainsi 
definie, on munit Pensemble d'un reservoir (11) 
* 3cueillant Pechantillon et le fluide support apres 

10 analyse. 

Le systeme de mesure conforme a ('invention 
comprend essentiellement un laser k Argon de 15 
milliwatts, produisant un faisceau stabilise de lon- 
gueur d'onde bien determinee egale a 488 nm. Le 

75 faisceau Laser ainsi produit est soigneusement col- 
limate par tout organe approprie et focaiise au 
niveau du capillaire (13) de la cellule de lecture (3). 
La longueur d'onde du faisceau laser produit tombe 
avantageusement au voisinage du maximum d'ab- 

20 sorption de Piodure de propidium, utilise pour colo- 
rer PADN cellulaire. Lorsque ce dernier est excite, il 
reemet une radiation dite de fluorescence de lon- 
gueur d'onde bien connue et egale a 620 nm. 
Cette radiation de fluorescence est detectee au 

25 moyen d f un capteur constitue essentiellement d'un 
photomultiplicateur, mesurant Pintensite du radia- 
tion emise selon un signal h , et de fait, la quantite 
d'ADN s'etant ecouie devant le faisceau laser. Cet- 
te derniere grandeur permet de remonter au nom- 

30 bre de cellules ayant transite par le capillaire (13), 
car comme deja dit, la quantite d'ADN cellulaire est 
une constante constituant de la sorte un quantum 
de repere. II est k noter qu'il existe toutefois un 
petit nombre ce cellules en phase de mitose. De 

35 fait, leur quantite d'ADN est double par rapport aux 
cellules en interphase. 

II va de soi que pour parvenir a une precision 
suffisante, le capillaire (13) doit avoir des dimen- 
sions suffisamment reduites afin de n'autoriser 

40 pecoulement simultane que d'un nombre tres limite 
de cellules, pour que la totalite des cellules emette 
une radiation de fluorescence via Piodure de propi- 
dium. 

L'information h ainsi obtenue est en elle-meme 
45 necessaire et suffisante pour estimer fa qualite du 
lait. Toutefois. afin de disposer d'elements supple- 
mentaires d'appreciation, on procede k d'autres 
mesures. Ainsi, une partie du faisceau laser est 
diffractee par les cellules selon une grande variete 
50 d'angles par rapport k Paxe optique d£fini par le 
faisceau lui-meme. On place de fait k 90 degres 
par rapport a cet axe optique un second capteur, 
constitue par une photodiode, afin de deiivrer un 
signal b utilisable. Ce signal I2 est representatif de 
55 la densite des cellules s'ecoulant dans le capillaire 
(13). 

On place aussi k environ 10 degres de Paxe 
optique defini precedemment un troisieme capteur. 
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egalement constitue par un photomultiplicateur. et 
detectant une partie du faisceau laser diffracte par 
les cellules. Les informations detectees k ce niveau 
correspondent k une partie du faisceau laser ayant 
e*te diffractee lors de la traversee des cellules par 
ledit faisceau. De la sorte, ('information I3 que ce 
capteur restitue est representatif de la taille des 
dites cellules. 

De la sorte, on dispose d f au moins trois infor- 
mations h, I2 et I3 correspondant respect! vement 
au nombre, a la taiile et k la density des cellules 
s'ecoulant dans le capiilaire (13). 

Ces informations sont traitees au moyen d'un 
microprocesseur susceptible d'effectuer une selec- 
tion parmi les informations transmises, en fonction 
de parametres introduits dans le dit microproces- 
seur par I'utilisateur. 

II est par exempie necessaire dans la determi- 
nation du nombre de cellules par unite de volume 
de lait, de s'affranchir des cellules non entieres. II 
suffit dans ce cas de fixer un seuil pour la fluores- 
cence, en dessous duquel les entites detectees ne 
sont pas comptabilisees comme des cellules, mais 
comme des debris, d'origine cellulaire. Ce seuil est 
tres facilement determine. II correspond en effet, k 
la quantity de fluorescence equivalent?, dans le 
cas du lait, done des mammiferes a la quantite 
d'ADN contenue dans le stock dipioTde des 2n 
chromosomes. De fait, toutes les entites, dont I'in- 
tensite de fluorescence depasse ce seuil sont des 
cellules entieres. Dans les figures 2 et 3, on a 
represents par Si ce seuil. On observe sur ces 
courbes, un pic tres marque, correspondant aux 
cellules entieres en interphase. La determination de 
la quantite d T ADN au dessus de ce seuil permet 
done d'obtenir avec precision le nombre de cellu- 
les entieres, aux cellules en cours de mitose pres. 

Comme deja dit. toutes les entites dont le 
signal de fluorescence apparait en dessous du 
seuil Si sont des debris cellulaires. 

De maniere avantageuse, le rapport des debris 
cellulaires sur la quantite d'ADN totale et le rapport 
des cellules entieres sur la quantite* d'ADN totale 
sont determines, afin de donner avec une plus 
grande precision I'etat pathologique de Panimal 
concerne. 

De meme. la differenciation entre particules 
cellulaires et non cellulaires (par exempie globules 
lipidiques, tres nombreux dans le cas du lait) s'ef- 
fectue, dans le cas de mesure de fluorescence 
directe, par la selection d'une plage d'intensite 
correspondant k la quantity connue d'ADN cellulai- 
re. 

De la sorte, on obtient une valeur representati- 
ve de la qualite du lait analyse, sous la forme d'un 
nombre de cellules par unite de volume, voire d'un 
graphique materialisant les differentes informations 
mesur^es, tels que ceux represented au sein des 



figures 2 et 3. et ce au moyen de tout organe de 
restitution sensorielle appropriee, tel que par exem- 
pie un ecran et/ou une imprimante. 

L'utiiisateur st done a meme de determiner 

5 rapidement la qualite de son lait. De fait, les litiges 
potentiels entre producteurs et laiteries, ou entre 
laiteries et consommateurs peuvent etre largement 
diminues, la resultante generate conduisant k 
Amelioration de la qualite du lait 

10 Dans une mise en oeuvre avantageuse de In- 

vention, il est possible de proceder k une colora- 
tion multiple, en faisant appel a des colorants bien 
specifiques, et ce, en vue d'obtenir la population 
de ou des differents types cellulaires contenus 

is dans le lait, k savoir, par exempie, les polynucleai- 
res, les lymphocytes, les macrophages ou mono- 
cytes et les cellules epitheliales. 

Pour ce faire, on a recours a une reaction 
enzymatique propre k chacune desdites especes. 

20 En d'autres termes, on fait reagir, lors de Tetape de 
coloration, un substrat d'une enzyme sp£cifique 
contenue dans I'espece dont on desire mesurer la 
population. 

Par exempie, lorsque Ton desire connaltre, ou- 
25 tre la population totale en cellules d'un echantillon 
de lait, la population particuliere en polynucleaires, 
on adjoint a I'iodure de propidium du phosphate de 
methyl fluoresceYne, ce dernier reagissant specifi- 
quement avec iesdits polynucleaires. 
30 Le processus de ('analyse est alors rigoureuse- 

ment le meme que celui precedemment decrit, a 
savoir phase d'excitation k 488 nm, seule la phase 
de lecture s'effectuant a une longueur d'onde de 
520 nm. 

35 De la sorte, les resultats obtenus permettent de 

preciser la quantite relative de polynucleaires, don- 
nee particulierement interessante pour etablir un 
diagnostic, notamment, lorsque le seuil fixe a 500 
000 cellules par millilitre n'est pas atteint. 

40 Ainsi, le procede conforme k ('invention 
permet-il d'une part une numerisation des diffe- 
rents constituants cellulaires du lait par des colo- 
rants specifiques tel I'iodure de propidium et tous 
ses equivalents, et d'autre part, une caracterisation 

45 des cellules comptees au moyen d'un marquage 
enzymatique specifique d'un type cellulaire avec 
des substrats fluorescents. 

Enfin, ('utilisation du cadrage des plages cellu- 
laires presentant des differences de taille et/ou de 

50 nature permet d'ameiiorer sensiblement la preci- 
sion du diagnostic. 

Revendfcations 

55 

1/ Procede pour identifier et numeriser les cel- 
lules contenues dans du lait caracterlse en ce 
qu'il consiste : 
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- k preiever une quantity determines d'un echantil- 
lon d'un lait k analyser ; 

- a colorer les cellules presentes dans cet echantii- 
lon par un colorant fluorescent specifique de I'ADN 
(Acide desoxyribonucleique) contenu dans le 
noyau desdites cellules ; 

- k faire defiler cet echantillon colore dans un tube 
capiflaire (13) sur lequel est dirige un faisceau 

. lumineux stabilise ; 

- a recueillir sur un capteur une partie au moins du 
rayon lumineux transmis k travers le flux de 
I'echantillon s'ecoulant dans le tube capillaire (13) 
pour donner une premiere information li significati- 
ve de Ja quantite d'ADN, done du nombre de 
cellules qui d£fileni; 

- h transmettre ladite information I* a une unite de 
traitement ; 

- et enfin, a restituer au moins une valeur represen- 
tative de la qualite du lait analyse. 

2! Procede selon la revendication 1 , caracterise 

- en ce que, lors de la phase de coloration, on 
ajoute en outre un autre colorant fluorescent, apte 
a induire une reaction enzymatique specifique 
d'une famiile des constituants contenus dans lesdi- 
tes cellules ; 

- et, en ce que, Ton recueille sur un capteur, partie 
du rayon lumineux transmis a travers le flux de 
Pechantillon s'ecoulant dans le tube capillaire (13) 
pour donner une information, representative de la 
quantite de la dite famiile de constituants cellulaire 

3/ Precede selon la revendication 1 , caracterise 
en ce que, simultanement, on recueille sur des 
capteurs, respectivement : 

- une partie du rayon lumineux diffracte & 90* de 
I'axe optique defini par le faisceau lumineux initial 
pour donner une seconde information b, significati- 
ve de la densite desdites cellules ; 

- au moins une partie du rayon lumineux leg&re- 
ment diffracte au voisinage de I'axe optique, pour 
donner une troisikme information I3, significative de 
la taille desdites cellules ; 

les dites informations fe et I3 etant alors transmises 
a la dite unite de traitement puis restituees sous 
forme de valeur(s) representative^) de la quality 
du lait analyse. 

4/ Procede selon Tune des revendications 1 k 
3, caracterise en ce que simultanement k la colora- 
tion, on ajoute au lait un milieu hypotonique . 
destine a lyser la membrane cellulaire, et un deter- 
gent tensio-actif destine & permeabiliser la mem- 
brane nucleaire afin de permettre la penetration du 
colorant fluorescent destine k venir se fixer sur 
I'ADN. 

5/ Procede selon la revendication 4. caracterise 
en ce que I'agent tensio-actif est introduit dans le 
milieu a raison de 0.1 % en volume, et I'agent 



hypotonique est du citrate de sodium k raison de 
0,1 % en rapport Poids/Volume. 

6/ Procede selon Tune des revendications 1 a 

5, caracterise en ce que le colorant fluorescent 
5 specifique de I'ADN est de Piodure de propidium, 

introduit en exces par rapport a la quantite d'ADN . 
7/ Procede selon I'une des revendications 1 k 

6, caracterise en ce qu'on laisse incuber le milieu 
reactionnel k temperature ambiante et a I'abri de la 

to lumi&re pendant au moins vingt minutes . 

8/ Procede selon Tune des revendications 1 k 
7 f caracterise en ce qu'on fait ecouler le milieu 
reactionnel au moyen d'un venturi (5,7,8,10,12) k 
pression differentielie. 
is 9/ Precede selon I'une des revendications 1 k 
8, caractense en ce que le faisceau lumineux stabi- 
lise est un faisceau laser. 

10/ Dispositlf pour la mise en oeuvre du proce- 
de selon Tune des revendications 1 & 9, caracterise 
20 en ce qu'il comprend : 

- un laser stabilise ; 

- une unite d'analyse (1) constituee par : 

. une cellule de lecture (3) realisee en quartz, 
situee sur ie trajet optique du faisceau laser ; 

25 . un syst£me k pression differentielie destine a 
permettre le passage dans ladite cellule de lecture 
(3) de Pechantillon de lait a analyser (2) ; 
. un reservoir (11) destine a recueillir I'echantillon 
apres analyse ; 

so - un laser stabilise ; 

- trois capteurs optiques, dont deux sont munis 
d'un photomulttplicateur ; 

- un microprocesseur apte a assurer le traitement 
des informations issues dudit capteur ; 

35 - un organe d'affichage et/ou d'impressions. 

11/ Dispositif selon la revendication 10, carac- 
terise : 

- en ce que les capteurs sont constitues par des 
photodiodes ; 

40 - en ce que I'echantillon a analyser (2) s'ecoule 
dans un capillaire (13) au sein de la cellule de 
lecture (3) ; 

- et, en ce que le syst&me a pression differentielie 
est constitue par un venturi. 
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Abstract 



Method for identifying and counting the cells contained in milk, which consists in: - sampling a 
specified quantity of a sample of a milk to be analysed; - staining the cells present in this 
sample with a fluorescent stain specific for the DNA contained in the nucleus of the 
aforementioned cells; - passing this stained sample through a capillary tube (13) onto which a 
stabilised light beam is directed; - collecting on a sensor at least a part of the transmitted light 
ray, giving a first item of information representing the number of cells which pass through; - 
processing this information; - and lastly, assigning at least one value representing the quality of 
the milk analysed. Use: diagnosis of chronic mastitis in cows. 
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